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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞内で形成されるタンパク質結晶を用い、その内部空間に複数の金属
錯体や酵素を固定化し、カスケード反応を触媒する人工触媒の創製を目指した。昆虫細胞で結晶化する多角体結
晶へPd錯体とIr錯体の固定化を試みた結果、Ir錯体、Pd錯体の順に結晶と反応させた複合体では、ICP-MSの結
果、Pd、Ir錯体の存在を確認した。今後は触媒反応活性のための分子設計を行う。一方で、多角体結晶に加水分
解酵素であるリパーゼと脱水素酵素であるアルコールデヒドロゲナーゼを内包した結晶を作成し、これらの結晶
がカスケード反応を触媒し、固体触媒として高い活性と繰り返し利用可能なことがわかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we constructed artificial enzymes that catalyze cascade 
reactions by immobilizing multiple metal complexes and enzymes in the internal space of protein 
crystals formed in living cells. We have prepared the polyhedra crystals immobilizing Pd and Ir 
complexes.  The ICP-MS result indicated that Pd and Ir complexes were immobilized in the crystals.  
Molecular design for catalytic reaction activity will be carried out in the future.  
We have constructed the 38-amino acid deletion mutants, which forms interlinked hollow nanocages 
with a diameter of 5 nm in the crystals.  The mutant crystal can encapsulate lipase and alcohol 
dehydrogenase.  The composite crystal enhances the reactivity of the cascade reaction. The higher 
reactivity is because of the substrate and intermediate efficiently diffusing through the extended 
channels designed within the nanoporous crystal. 

研究分野： タンパク質工学

キーワード： タンパク質結晶　多角体　人工酵素　固体触媒

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、極めて高い安定性をもつ多角体結晶を利用し、アミノ酸置換や欠損による触媒活性中心の最適化や基
質の取り込み、拡散制御を試み、様々な反応条件下での活性制御が可能な反応場を構築した。また、細胞内で形
成されるタンパク質結晶を利用するため、将来的には、細胞内での触媒反応も可能となり、触媒科学だけでな
く、生体機能を制御する人工酵素の創製も可能となる。さらに、本研究で使用した多角体結晶は、細胞内で酵素
の内包を完結し、乾燥や熱に対して高い安定性をもつため、タンパク質精製の高速化やタンパク質の長期保存と
放出活性化など、生体機能材料の合成に止まらず、医薬品開発などへも応用可能な分子技術である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 近年、有機金属錯体とタンパク質を複合化した人工金属酵素の開発が盛んに行われている。金

属錯体の高い反応性とタンパク質の高い選択性の両者の優れたところを組み合わせることによ

り、天然酵素ではできない反応を可能とする。しかしながら、従来の人工金属酵素の研究は、タ

ンパク質空間へ単一の金属錯体を固定化することによる反応評価にとどまっており、多段階反

応の触媒を可能とする複数種類の金属錯体の反応制御には至っていない。 

 申請者は、これまでカゴ型タンパク質フェリチン 24 量体からなる内径 8nm の孤立空間を用

い、アミノ酸残基への配位固定化による有機金属錯体の反応制御法を確立してきた。近年では、

2 種類の金属錯体を一つのカゴ型空間に固定化することによるカスケード反応触媒を構築した。

これらの成果から、有機金属錯体は、タンパク質内部空間のヒスチジンやシステインなど特定の

アミノ酸残基に配位結合し、周辺のアミノ酸側鎖の柔軟な構造が反応中心の安定化と活性制御

に重要な役割を果たすことを見出してきた。しかしながら、依然として、これらの人工金属酵素

は、利用可能な反応溶液や pH に制限が多く、分子触媒を凌駕する高効率な反応触媒の開発には

至っておらず、多段階反応を可能とする様々な反応条件に適用可能な高い安定性をもつタンパ

ク質担持材料を利用した触媒設計が求められている。申請者は、タンパク質空間内での触媒化学

を固体のタンパク質集積体であるタンパク質結晶に適用し、安定化のために化学架橋化したリ

ゾチーム結晶の一次元細孔空間への有機金属錯体の集積による不斉触媒の創製を進めてきた。

そこで、本研究では、極めて高い安定性を

もつタンパク質結晶である「多角体」（図

1）を利用し、複数の金属錯体固定化によ

るカスケード反応固体触媒を創製する。多

角体は、細胞内で産生されるタンパク質の

結晶であり、化学架橋化することなく、広

範囲な pH（2-10）、有機溶媒、乾燥、凍結

に対し、結晶性を維持する高い安定性を示

すことから、申請者は、これまで、酵素を

内包した多角体結晶の乾燥保存と結晶溶解による酵素放出制御、結晶内部への金属錯体の固定

化を報告し、多角体結晶の固体材料として有用性を示してきた。さらに、多角体タンパク質の分

子間に存在するアミノ酸側鎖を欠損させることにより、結晶内に細孔空間を拡大し、外来分子の

拡散や吸着を制御することに成功した。これらの結果から多角体は、金属錯体から酵素まで様々

なサイズの分子を集積できる安定性と設計性を合わせもつことを見出した。そこで、本研究では、

多角体内部の分子設計により、複数の金属触媒や酵素を固定化する反応場を結晶内部に構築し、

アミノ酸置換やアミノ酸欠損による異種触媒活性部位の三次元配置を精密に制御し、カスケー

ド反応を触媒する固体触媒を創製する。 

 

２．研究の目的 

本研究では、2 種類の触媒活性中心を内包するタンパク質結晶を作成し、結晶内部で反応を触

媒する固体材料の創成を行う。本手法を実現するために、細胞内で結晶化する「多角体」を用い

て、Pd 錯体と Ir 錯体の固定化と 2 種類の酵素、リパーゼとアルコールデヒドロゲナーゼの固定

化と触媒反応を試みた。まず、（１）IrCp*、Pd(allyl)錯体錯体の固定化手法の確立、（２）反応活

性制御のための多角体分子設計、（３）2 種類酵素固定化によるカスケード反応触媒活性制御を

行なった。 

 

 
図 1. 多角体結晶 



３．研究の方法 

（１）IrCp*、Pd(allyl)錯体の結晶内固定化 

 多角体結晶へ Pd(allyl)錯体と IrCp*錯体の固定化を試みた。固定化方法として、Ir 錯体、Pd 錯

体の順に集積する方法と Pd 錯体、Ir 錯体の順に固定化する方法、2 つの金属錯体を同時に集積

する方法について検討した。 

（２）反応活性制御のための多角体分子設計 

多角体結晶での基質の拡散や酵素の固定化を促進させるため、多角体モノマーの 38 残基を欠損

した変異体を作成した。得られた変異体結晶は、SEM、結晶構造解析などで同定した。 

（３）2種類酵素固定化によるカスケード反応触媒活性制御 

リパーゼとアルコールデヒドロゲナーゼの 2 種類の酵素を細胞内で多角体タンパク質と共発現

することにより、酵素を内包した結晶を合成した。酵素には、結晶内への固定化を促進させるた

めに、多角体タンパク質の N 末端構造である H1 ヘリックスを導入した。合成した酵素内包結晶

は SEM で形状を観察した。結晶内での酵素の固定化数は、結晶を溶解した後に ELISA 法により

定量を行なった。酵素活性は、7-(3,4-Diacetoxybutyloxy)04-methl-2H-chromen-2-one を用いて、

加水分解反応と脱水素化反応のカスケード反応を試みた。 

 

４．研究成果 

（１）IrCp*、Pd(allyl)錯体の金属錯体の固定化手法の確立 

 Ir錯体、Pd錯体の順に反応させた結晶では、結晶の色の変化が観察され、ICP-MSの結果、Pd、

Ir錯体の結晶内での存在を確認した。しかしながら、Pd錯体のPd錯体の反応時にIr錯体の固定化

量が減少してしまった。また、複合体の結晶構造解析を行なったところ、Ir錯体に由来する電子

密度は観測されなかった。L4ループの3残基を欠損した変異体を用いたときのみ、Pdの結合サイ

トが観察された。したがって、今後、2種類の金属錯体を固定化させる、反応条件の検討が必要

不可欠である。 

 

（２）反応活性制御のための多角体分子設計 

酵素活性や酵素の固定化量の向上のため、多角

体タンパク質のAla67-Ala104の計 38残基のアミ

ノ酸を欠損した変異体（Δ38PhC）を設計し、昆

虫細胞で発現したところ、野生型と同様に cubic

状の結晶が形成された。MALDI TOF MS による分

子量測定の結果、目的の部位が欠損した変異体が

合成されていることを確認した。結晶構造解析の

結果、1.95Å での構造解析に成功し、野生型と同

じ空間群であり、欠損領域以外はほとんど野生型

と変わっていないことがわかった。集積構造で

は、ユニットセルの中心領域が欠損のため、空洞

になっていることが明らかとなった。また、この

空洞が連結しており、基質の拡散が促進されると期待される（図 2）。 

 

（３）2種類酵素固定化によるカスケード反応触媒活性制御 

H1 ヘリックスを融合したリパーゼ（H1-CALB）、アルコールデヒドロゲナーゼ（H1-ADH）を

多角体タンパク質と昆虫細胞で共発現し結晶を作成したところ、多角体結晶と同様に cubic 状の

結晶が形成された。酵素の固定化量は、38 残基欠損した変異体が野生型より 5 倍ほど酵素を固

定化することがわかった。この複合結晶を用いて加水分解反応と脱水素化反応のカスケード反

応を行なった結果、野生型結晶やフリーの酵素と比較して、1.9 倍、3.8 倍高い効率で反応が進

図 2. Δ38 の結晶構造(a) 単量体構造、(b)3 量体

構造、(c)(d) 集積構造とチャネル構造、 



行する。この高い反応性は、結晶内に形成された拡張チャネルを通して、基質と中間体が効率よ

く拡散するためだと考えられる。 

 

これらの結果から、細胞内タンパク質結晶は、高い設計性と安定性をもつため、機能性の固体材

料として広く利用可能だと期待される。 
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